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成長 ホ ル モ ン の 生物活性に関する研究
工工． 末梢血リ ン パ球お よび 1M－9 細胞 に
及ぼす成長 ホ ル モ ンの影響




近年成長 ホル モ ン くgr o wth ho r m o n e， G印 投与と白血病発症 との 因果関係が注目 され て い るが ，
G B の血液細胞 ， リ ン パ 系組織 に 対 す る作用 に つ い て は未だ 一 定の 見解が 得ら れ て い な い ． 今回 ヒ ト下
垂 体抽出 G Hくp－h G印 お よ び 遺伝 子 組換合成 ヒ ト G Hくr e c o mbin a nt－hu m an gr o wth ho r m o n e，
r．h G印 を用 い て リ ン パ 球 の 増殖 に お よぼ す 影響 な ら びに G H の細胞内情報伝達機序に つ き試験管内お
よ び生体内 で検討 し以下 の成績 を得 た ． 川末梢 リ ン パ 球 くpe riphe ral blo od lympho cyte s， P B Ll の
E3Hj－ T hymidineくE3Hコー T d Rl摂取 に 対 し p－h G H， r－h G Hは共 に 影響 を お よ ぼ さ な か っ た ． し か し
phytohem ag glutininくP HAl刺激下 に お ける増殖過程 に r－h G H は影響 し なか っ た が prh G H は抑制効果
を示 し た ． く2I細胞株I M－9 の 増殖 に 対 し ， 10ngJml 以上 の r．h G H は D N A合成 を促進 したが ． T細胞
株 M O L T－4 の増殖 に は影響 しな か っ た ． く31亡12SHコーG H結合能の 解析 か ら ， I M－9 に は G H特異的結合
能が認め られ ， IC50は 5nglml であ っ っ た ． しか し M O L T－4， PB Lに は 特異的結合 は認 め ら れ な か っ
た ． く射r－h G H は I M－9細 胞の cyclic ade n o sin e m o n opho sphateくcA M PJ産生お よ び細胞内 Ca＋ ＋ 濃度
に 影響をお よ ぼ さ な か っ た ． く引G H長期治療中の下垂体性小人症 お よ びタ ー ナ ー 症候群の患者 に お け る
末梢血液 ， リ ン パ 球サ ブ セ ッ トは 正 常対照と の 善 が認 めら れ な か っ た ， 以 上 の 成績 か ら 生理 的濃度 な い
し治療量の G H が生体内で リ ン パ 球増殖 ， 文化に 著明 な影響を お よ ぼす 可能性 は少 ない も の と考え られ
る ． しか し G H受容体 を有す る B細胞系の 増殖文化 に 影響を お よぽ す 可能性 は残さ れ る ．
Key w o rds pituitary hu m a ngro wth horm one， r eC Ombinant hu m angr o wth
hor m o n e， 1e ctin － a Ctiv atedlympho cytes， CyClic A M P， C alciu m
io n cha n nel
近年内分泌系統と免疫系統 の相互関係が注目 をあ び
各種ホ ル モ ン が と トリ ン パ 球の 表面構造と機能両面で
作用をお よ ぼ した と報告さ れ て い る 1ト 4－． 成長 ホ ル モ
ンくgro wth hor mo n e， G Hlと リ ン パ 系 ， 免疫系と の 関
連性は ， G H欠乏 マ ウ ス で ある Sn ell－ Bag g マ ウス に
おける免疫不全と して報告され た5，． ヒ ト に お い て は
主に 試験管内で検討が な さ れ て お り ， Astaldiら は ，
培養中の ヒ ト リ ン パ 球 に G H が， 芽球化現 象 をも た ら
したと報告した が6，， こ れ に 対 し ， M e rc ola ら は 無刺
A bbreviatio n s ニ CA M P
，
CyClic adenosine
激の リ ン パ 球 に は G H は何 ら刺激作 用 を も た ら さ な
い が phytohe m ag glutininくP H Al 刺激下 の T細胞 に コ
ロ ニ ー 形成 を促進す る と報告 し た乃 ． ま た ， T hieriot．
Pre v o st ら は G Hは P H Aで 誘導され る リ ン パ 球増殖
に 何ら影響 を及ぼ さ な い と結論付 け て い る 8－ ． ま た ，
Kie s sら 91， Schimpff ら
101は G H は末輪 リ ン パ 球
くpe riphe r al blo od lym pho cytes， P B Ll に著明 な 刺激
作用 を及 ぼ し ， E3HコーT hymidin くE3Hj－T d Rト摂取 を完
進させ る が ， P H A刺激下の PB Lに 対 して は G H は
m onophosphate三E D T A， ethyle n edia min etetr a a－
C etic a cidニ F C S， fetalc alfs er u町 G H， gr O Wth ho r m o n eニI B M X， 3－is obutyl－1－ m ethylxant－
hineニ 工L－2， inte rle ukin 2 三 L A L， 1ectin － a Ctiv ated lym phocytes三 N HS， nOr mal hu m a n
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L3恥 T d R摂取 を抑制す る と報告し て い る ． 以 上 の よ
ぅ に ， G H が お よ ぽす リン
パ 球の 文化 ， 増殖 へ の 影響
に 関 して の 見解 は未だ統
一 さ れ て い な い － こ れ まで の
報告は下垂体抽出ヒ ト成長 ホ ル モ ン くpituitaryhu m a n
gr o wth hor m o n e， p
－h G印 を用 い て お り 一 過去 の成績
が 一 貫性 を欠く 理 由と して G H 以外 の 抽出物 の 混 在
が 考え られ る ． ま た ， 最近 に な り ， GH 補充療法中の
患者か ら ， 白血病の 発生が ， 高 率に 見 られ る との 報告
が なさ れ
11億 床面で ， 改め て G Bの リ ン パ 系組織 へ 文
化
，
増殖に 及 ぼ す作用 が 問わ れ る よ う に な っ た ．
今 回遺伝 子 組換 ヒ ト成 長 ホ ル モ ン くr e c o mbin ant
hum a ngr o wth hor m o n e， r
－h G Hl， を 中心 に 試験管内
ぉ よ び 生体内に お い て 末楷 リ ン パ 球 や株化 さ れ た培養
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Fig． 1． Effe ct of v a rio u sdo se s o
f p－h G Hく01
a nd r－h G Hく書l o n 亡3 Hj－thymidin e くT d Rl
tlptakein pe riphe ral lympho cyte sくP B Ll． PB L
く10
5
cellsI w e re c ult redin R P M l－1640m ediu m
c ontaining lO％ FC S with O．1000nglml h G H
for 96 hr s． Tw elv eho u r s after addit o n of
2XlO
－ 4Ci of E3Hj，T d R， C ells w er eha r v e sted
o n gla ssfiber filter a nd r adio a ctivity w a s
c o unted． E3HコーT d Ruptake w a s e xpr e ss ed as
cpmJlO
5
c ells． Ve rtic al ba r， m e a n士S E Mof
quintupled s a mples．





遺伝 子組換 ヒ ト成長 ホ ル モ ン くr－h GHl は L Y．1379－
98くEly Lilly ， 米国1， 下 垂体抽出 ヒ ト 成長 ホ ル モ ン
くp－h G即 は Co rpo r m o nく日研化学 ， 東 刹 を 剛 ユ ， そ
れ ぞれ 添付の 日局 注射用蒸留水 で 1m gノml の 濃度に




保存 した ． 必 要に 応 じて ， 培地 ， も し く は緩衝液で ，
所定の 濃度に 希釈 して 用 い た －
1工． 使用 細胞
培衰細胞 はJC R B細胞 バ ン ク 由来の ， ヒ ト慢性骨髄
性白血病 よ り株化さ れ た B細胞系の 工M
－9 と ， 急性リ
ン パ 性白血病 よ り株化さ れ た T細胞系 の M O L T－4 を
用亘ト それ ぞ れ ， 10％の 加温 不活化処 理 した胎児牛血
清くfetal c alfse r u m， F C Sl を含む R P M I 1640培地
くGibc o， 米国1 を培養液 と し ， 5％ C O2気相下 ， 37
8
C
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Fig． 2． Effe ct of v a rio u sdo s
e of p－h G H く01
a nd r－h GH く■l o n E3Hj－ T d Ruptake in
P H A－Stim ulated PB L． P H Aw a s added to
in c ubatio n m ediu m at a c o n c e ntr ation of4－8
JL glml a nd c e11s w e repr o c e ss ed in the s a
m e
w ay a s de s c ribed in the legend of Fig1
1．
．




s m ultiple c o mparis o npr o c edu
re．
1ym phocyte sニ P H A， phytohem ag glutinini p
－h G H， pituitary
hu m a ngr o wth hor m o n ei P R L， prOlactin 三 r
－h G H， r e C O mbin a nt hu m a ngr o wth ho r m
o ne三
RIA， r adioim m u n o a ss ay 三SA C， Staphyloc oc c u s a u re u s c o
w a nニ T d R， thymidin e
リ ン パ 系細胞 に 及 ぼ す 成長ホ ル モ ンの 影響
康な成人 の静脈よ り ヘ
パ リ ン 加採血 し ， Fic oll－ Hy pa－
qu e法を用い て 得た ■ 細胞 の 生存率評価 は ， try pa n
blu e染色に よ り97％以 上 で あ っ た ． ま た ， M ay
－Gr ひ
nw ald－ Gie m s a染色 で は ， 5 旬 8％の 単球の 混入 を認
めたが ， 多核球は 2 ％以下 であ っ た ，
1 ． 末棺 リ ン パ 球 及 び レ ク チ ン 活 性化 リ ン パ 球
く1ectin－aCtiv ated lym pho cyte s， LA Ll に 及 ぼ す
r－hGH， p－h G Hの 影響
Kies sらの 方 法
91に 従 っ て 実験 を 行 っ た ． 即 ち ，
P B L は加温不 清化処 理 を 行 っ た 正 常 ヒ ト 血 清





ml の 濃 度 で 再 浮 遊 さ せ ，
96w ells の Flatbottom plateくCor ning ， 米 国1 に2 00
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Fig．3． Effe ct of v a rio u sdo s e s of r－h G Ho n
E3Hj －TdR in c o rpolatio n into I M－9 く書ン，
M O L T－4くOJ and P B LくAl． 1xlO
4
c ells w e re
C ultur ed in R P M I－1640m ediu m c ontaining 4％
FC S with o r witho utr－h G Hく0－1000nglmりfo r
48 hours． T hr e eho u r s afte r ad dit o n of
2xlONI Ciof E3Hj－T d R， C e11s w e r eha r v ested
O ngla ssfilter a nd radio a cti vity w a s c o u nted．
Valu e s ar e e xpre s sed a sper c e ntin c re a sefr o m
the s a mple witho ut hGH． Vertic al ba r，
m e a n士S E Mof quintupled sa mple s．
．
， pく0．05
V S． c o ntr ol by A N O V A follow ed by
Scheffe，s m ultiple c o mpa riso npr o c edu r e．
519
nglml の 最終濃度 で加 えた ． ま た ， L A Lへ の影 響 を
検討 した 群に つ い て は ， P H AくGibc olを4．8JL glmlを
同時に 添加 した ． 5％ C O2気 相下37
0
C で96時間培養 し
た の ち EM ethyl． 3Hコ ーT hymi din e tE311トT d RJ
くSpe cific a ctivityこ 6 ． 7 CiJI mり くNe w Engla nd
Nu cle ar ， 米 国lを 2XlO．4Ciに 加 え， 12時間膵置 し た
の ち ， Glass Fibe r Filter Strips PH DくCa mbridge
Te chn olog y， In c 米 国J 上 に 集 め ， 液 体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン カ ウ ン タ ー L S C－700げ ロ カ ， 東京一で 放射能活
性 を測定 し た ． 結果 は 1 分間 あ た り の カ ウ ン ト 数
くCOuntS per min ute， Cpml の 平 均 値 士 標 準 誤 差
くm e an士S． E． MJ で 表示 した ．
2 ． T細 胞株 ， B細 胞株 の D N A合成 に 及 ぼ す
r－h G Hの 影響
丁細胞と して M O L T－4， B細胞株 と して I M．9 を用
い た ． 細 胞 は そ れ ぞ れ ， 4 ％ F C S を含 む R P M l－
1640培地 に て洗浄後， 5xlO
4
cellsノml に 再浮遊 させ ，
0 へ 1 0 0 0nglml の r．h G H を加 え 96w ells flat
botto m の 培養プ レ ー ト に20JL づ つ 分注 し ， 37
0
C ，
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Fig． 4． Efe ct of lOOnglml of r－h G Ho n E3Hコ
ーTdR uptake in IM－9 cells u nder v a riou sFC S
C O n Ce ntr atio n s． 1xlO4c ells w e r e c ultu r ed in
R P M I－1640m ediu m c o ntaining O．25， 0．5， 1．0，
2．0， 4．0％ of F C Swith lOOnglml of r，h G Ho r
Witho ut r－h G H in the s a m e w ay sde s c ribed





C O mpa red with the gr o up c ultu r ed in R P M I．
1640 m ediu m witho ut G H by A N O V A follo －
W ed by Scheffe
，
s m ultiple c o mpa ris o n．
520
Ciを 加え て 3時間貯置 した の ち Gla ssfiberfilter上
に 集め ． 液体 シ ン チ エ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー で 放射 能活
性の測定を行 っ た ． 結果は r－h G HOnglml時 の E
3Hj
－T d R摂取量 を100％ と し ， r－hGH 添 加時 の E
3Hj
－ T d R摂取量 を百分率 で 表 示 し た ， P B Lの 仁
3
Hj
－ T d R摂取も百分率で併記 し た ． ま た ， 1M－9細胞 で は
F C S濃度 を0．25勺 4 ％ の 間 で 変化 さ せ た と き の
E3Hコー T d R摂取量の変化 を G H Onglml， 100nglmlの
時 につ い て 検討 した ．
3 ． G王1 受容体の解析
宋棉リ ン パ 軋 M O L T．4，I M－9 を用 い て ， G H受容
体解析 の た め ， G H の
1 251 標 識 化合 物 で あ る 仁125Iコ
ーGH と非標識 G 日 を用い て ， 結合解離曲線を作成 し
た ． IM．9， M O L T－4， P B Lを ， Hepe s
． Lym pho cyte
buffe rく50m M Hepes， 120m m NaCl， 1 ． 2m M
M gS O4， 2．5m M K Cl，1 5m M Sodium a c etate，10m M
gluc o se， 1m M ethyle n edia min etetr a a c etic a c
id
くE D T Al，1m glml hu m an s eru m albu min， pH 7．01
朴 で
洗浄 した 軋 同緩衝液 に 5xlO
7
c ellslml で再浮遊 さ
せ ， 各 々 0． 5ml を， r adioim m u n o a s s ay くRI Al 用
as s ay tube 13X75m mくシ オ ノ ギ ， 大阪 い こ 分注 し非
標識 の r．b GH を 0 句 10 00ngノml の最終濃度 で加 え
た ． 30
0
C で加 温 ， 震 逸 し な が ら4．5時 間膵置 し た 後
E1 25IコーGH く100JL CilJL gl くNew Engla nd Nu cle a e r1
250pg150JLl buffe r を加 え ， 更 に30
O
Cに て1－ 5時 間膵
置 し た ． 反 応 停 止 は 水 冷 し た Hepe s－1ym pho cyte
buffe r を 1ml 加 え撹拝す る こ と に よ っ た － マ イ ク ロ
チ ュ ー ブ くl．5mlH Eppe ndo rf， 米国川 ．7ml づつ 分注
し T O M Ymicr o c e ntrifuge M C－150くト ミ ー 精エ ， 東
京いこて 2000rpm ， 1分間遠 心 した ■ 上 清は 吸引除去
し， 管壁 に 付着 した 仁
12甘 GH の 影 響を 最小 と す る た
め に 細胞塊 を残 して チ ュ ー ブ の 上 部 は切断 した 一 放射
能活性 は オ ー ト ウ エ ル ガ ン マ カ ウ ン タ
ー A R C－500げ
ロ か で測定 した ． 結果 は ， r－h G H Onglmlの 時細胞 に
結合 した 亡12甘 G H の総 力 ウ ン ト数 に 対 す る百分率で
表示 し た ．
4 ． I M－9 の CA M P産生量定量
洗浄 し た細胞 を 1XlO
7
c e11slml を R P M I－1640 培地
に 再浮遊さ せ最終濃度 1 ル 1000nglml の r．h GH と同
時 に フ ォ ス フ ォ デ ィ エ ス テ ラ ー ゼ の 酵素活性阻害剤 と
して 3．is obutyl－1－ m ethylx a nthin eくI B M Xl くSigm a，
米国川 ．5m M を加 え ， 30
0
C で将置 し ， 経 時的に 2時間
ま で10叫 l づつ く細胞数と して 1Xl O
6ケ1 を別 に 用 意
した R IA用チ ュ ー ブ く13X7 5m ml くシ オ ノ ギいこ分注
し ， 直ち に 90叫 1 の蒸留水 を加 え細胞 を溶解 し上清中
の CA M P濃度を Y A M A S A Cyclic A MP K itくヤ マ
水
サ 醤油 ， 千葉1 を 用 い て 測定 し た ■ 予 備 実験と して
cA MP 濃度の経時的な変化 を検討 し た が ， CA M P産
生量 は 工B M X添加後30分で 最高と な り， 以後 ， 漸減
し た た め ， r－h G H添加時 の CAM P産生畳 の検討は狩
置開始後30分で 行 っ た ． 結果 は細胞 1XlO
6ケ当たりの
cA M P産生量 を p m ol 数で 表示 した ．
5 ， 細胞内 Ca 濃度の 測定
P B L
，
又 は I M．9 細 胞の R PM I－1640浮遊液 3ml
く5xlO
S ケIml に 10JLlの Fura 2－A Mく1mMl と
Mg
＋ 十く1m Ml を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 食 くpho sphate
buffe red s alin e， P B S12ml に 懸濁 し測定に 用 い た ． 刺
激 に は r．h G HlOnglml， 100nglml， Staphylo c oc cus
a u r e u s c ow anくS A C， 0 ． 0 1％1 を 添加 し ， 細胞内
Ca
＋ ＋ 濃 度 の 変化 を検 討 し た ． 測 定 は 分光光度計
R F－5000く島津製作所 ， 京 掛 を用 い ， 励起 波長 335n m
くCa＋＋ 結 創 と 362n m くCa
＋＋ 解 阻 の 強度比 の 変化を
500n m の 蛍光 で観測 し た ．
ト hGH nqノml
Fig． 5． D ispla c em e nt c u r v e of L
12 5
IトG H by
u nlabelled r－hGH in IM－9く書1， M OL T．4く凱
a nd P B Lく01． 2．5x lO
7
c els w e r ein c ubated
in Hepe s－1ym pho cyte buffer with o r wi
tho ut
r－h GH く0．1000nglmllfo r4．5 hrs． One a nd
halfafter ad dit o n of 2 50 p g of E
125Ij．G H，
duplic ate 700FLl aliqu ots w e r etake
n into a
mic r ofuge tube and c o ntrifuged fo r l m
inI
T he radio a ctivity in the pellet w a s c o u n
ted
，
a nd v alu es a r ee xpr e ss ed a sper c entdec re
ase
fr o mthe sa mple witho ut r
－h GH ． T he con ce
．
ntr ati。n Of 50％ inhibitation くI C5Jis indic ated
by arr o w．
リ ン パ 系細胞 に 及ぼ す 成長 ホ ル モ ン の 影響
HL G H投与患者 に お け る 検討
1 ． G H治療中の 末棉血変化
対 象
厚生省診断基準 に 基 づ き ， 身長 は 同性 ． 同年 令 の
博準値 岬 2標準偏差コ 以下 ， 年間成長率4． 5c m 以
下， 骨年 令ノ暦年令比80％以 下 で 二 種類以 上 の G H分
泌刺激試験 を施行 し ， GH の 最大血中濃度 5喝ノml以
下に 該当 し， か つ 継続的に 調査可能 で あ っ た G H治療
中の下垂体性小人症17名 を対象と し た ．
方 法
末棉血中の赤血球数 ， ヘ モ グ ロ ビ ン ， ヘ マ ト ク リ ッ
ト， 白血球数 ， 血 小板 数 ， G ie m sa染色 に よ る抹消 血
液像上の ， 好中球， リ ン パ 球の 百分率 を検討 し た ．
2 ． 細胞表面 マ ー カ ー の 検索
対 象
G Hに よ る 治療中の下垂体性小 人症19例 ， タ ー ナ ー
症候群 5例 ， お よ び 正 常対照小児11例 を対象 と した ．
G H投与量 は0．4〆 1 ノ0． 5 Ulkgl 週で 投与期間 は下垂体性
小人症は3年以 上 ， タ ー ナ ー 症候群 は 1年 間で ある ．
方 法
単ク ロ ー ン 抗体直接費光標識法 くOrtho diagn ostic
syste mIn c， 米 国1 に よ っ て 標識 し た 表面 マ ー カ ー
C D2
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のrthol を用 い フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー で検討 した ．
1V ． 統計学的処理
得 られ た数値は す べ て平均値士 標準誤差くm ean士S ．
E． Mラ で 示 し た ． 二 群 間の 平 均 値の 差 の 検定 に は
Stude nt の t検定を 用 い ， 多群間の 平均値の 差 の 検定
に は d 元 配置分 散分析後 Scheffe 検定 に よ っ て有意差
の 検定 を行 っ た ． な お ， 危険率5 ％以 下 を統計学的 に
有意差あ りと した ．
成 績
工 ． ト h G Hお よ ぴ p－b G Hの 末梢 リ ン パ 球 に 及 ぼ す
影響
p－h G H存在下で の P B Lの EH3コ．T d R と りこ み は
3823士87cpm へ 3584士57cpm で p－h G H添加量 との 関
係 は見ら れ ず ， 有意差も な か っ た く囲 い． トh G H存在
下 で の P B L の仁H3j－T d R摂取 へ の 影響も2272士299
句 1520 士1 81cpm で r－h G H濃度 との 間に は 一 定の傾
向や 有意差は認め ら れな か っ た ． P B A存在下 に お け
る L A Lに 対 す る G H の 影響 は ， P－h G H で は用量依
存性に 抑制を受 け66030 士23 82cpm か ら51 90 0士2440
Cpm へ21％の 減少が見ら れ たの に 対し ， r－hG Hで は5
3219士2 02 3cpm J
，t
v 58100 士631cpm の間 に 分布 し， 用 量
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Fig．6． E fe ct of G Ho n cA M Pprodu ctio nin I M－9 c ells．
くAIT im e c o u r se of cA M Ppr odu ctio nin I M－9 c ells． 1xlO
7
c ells w ere c ultu r ed in
l ml of R P M I 1 640m ediu m with O．5 m M of I B M X． AtO， 5，1 5， 30， 60， 90and
120min． ， 100JLl of aliqu ot w as rem ovedto other tube， a nd c ells w er elysed by
ad dit o n of 900JLl distilled w ate r． Co n ce ntr atio n of cA M Pw a s m e a s u r ed by
RI A， and valu e s a r e e xpr es s ed as p m ol11xlO6c ells ．
くBIE ffe ct of v a rio u sdo se s of r－h G Ho n cA M Ppr odu ctio nin I M．9 c ells du ring
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Fig． 7． E ffe ct of r
－h GH， P H Aa nd Staphylo c o c cu s a u re u sCo w a n
くS A Cl o nintr a c ellular Ca c o n c entr atio n sin I M－9くup per pa n el a nd
P B Lくlo w erpane1 ． 1．5XlO
6
c ells w e r e c ultu r ed in 3 ml of R PM I
1640m ediu m， and 2ml of P B Sc o ntaining lm M of Fu r a
－2．A M and
lm M of Mg w a s ad ded■ Ex citation w a v ele ngths w e re
335n m
tbo und Ca
＋ ＋l a nd 3 62n m くdiss o ciated Ca
＋＋l， a nd cha nges of
flu o r e c e nt str e ngth w e r e m e a s u red byflu o r ophoto spe ctrom ete r at500
仁Ca2＋iコ，intr a c ellular c alciu m io n c o n c e ntr ation －
Tablel． C hange sin blo od c ellc o u nts in patie nts with pituita
ry dw a rfis m a nd
Tur n er
．
s syndro m edu ring 3 ye a r s of h G Hthe r ap y－
Bef。re 6 M I Y 2 Y 3 Y
くn ニ 171 くn ニ 121 くn ニ 141 くn ニ 121 くn ニ 10l
R B Cx lOソ皿 m3 478 士11 437 士10 444士6
W B C ノm m3 88 47士603 6508 士646 8 07 9土887
Hb gノdl 13．3士0．4 12．8 士0．3 1 3． 士0．2
Ht ％ 41．2士0．9 37．9 士0．8 38．2士0－6
Plats X lOソm m3 31．7 士2．4 27．8 士1．6 31．9 士2．8
Ne utro ％ 49．2士3．2 54．8 士4．4 44．8士4－5
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Fig． 8． Lympho cyte subsetsin 1 9patie nts with
pituitary dw arfism くEB11， 5 with Tu r n e r
，
s
syndr o m eく囚1 re c eiving lo ng
－ter m h G H
ther ap y， and lln o r m al age
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，
s m ultiple
c o mpa riso n．
工1． T細胞棟 ， B細胞株の 増殖に 対 す る 影響
丁細胞系の M O L T－4 で は亡3Hコー T d Rの と り こ み は
r．b G H O句 1000ngノml の添加で は全 く 影響 を受 けな
かっ たが ， I M－9 で は10句 1000nglml の r－h G H添加で
門汀てd R摂取 は2 3旬 30％の 増加 を 示 し た く図 31．
IM．9 の 細胞増殖過程 に お け る トhGH の 刺激効果 を
F CS の濃度に よ る変化と 比 較 したく図 41． F C S は 1％
以上 の 添加 で著明 な増殖促進効果 を 示 し た ． 一 方
r．hG H lOOnglml の 添 加は 全手の F C S濃度 で E3Hコ
ーT dR取り 込 み を 増強 し たが ， そ の 増 強効果は ほ ぼ
2％ F CS の効果 に 匹 敵 した ．
以 ． h G H受容体 と D N A合 成の 関 係
G H受容体の 有無とE3Hj－T d R摂取率の 関係 をみ る
ために ， I M－9， M O L T－4， P B L を用い て G H の
1当 標
識化合物 で あ る 仁125IコーG Hの 細胞結合能 を検討 した ．
IM．9 は G H O．1nglml存在下で ， 106． 7％の 最大結合
を示 し， 以 後濃度依存性 に 結合能 は低下 し た く図 5I．
G HlOOOngノml存在下 に お ける 非特異的結合能 は対照
の53．2％で あ っ た ． 亡1251コー G H と I M－9 の 結合 を50％阻
害する G H濃度 で あ る 工C駈 は 5ngノml で あ っ た ． 一
方 ， P B L， MO L T 4 は加 え た E12 5IコーG H の 総力 ウ ン ト
数の2．7％， 2．6％の 非特異的結合が認め ら れ た の み で
あり， G H受容体 は存在 しな い 事 が判明 し た ．
IV
．
IM －9 に お け る CA M P産生 に よ ぼ す r －h G Hの
影響
フ ォ ス フ ォ デ ィ エ ス テ ラ ー ゼの 活性阻害剤と して0．
5m M の IB M Xを 添 加 し細胞 1x lO6 当 た り の
CA M P産 生量を検討 し た ． ま ず ， 予 備 実験 と し て ，
CA M P産生量 の 経時的 な変化 を調 べ た ． cA M P は
IBM X添加30分後に 最高値と な り ， 以 後漸減 した ． こ
の成績より ， I B MX 添加30分後 の ， CA M P産 生量 で
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トhGH の 影響 を比 較す る こ と に したく図 6 － Aト Or －
5000nglml の r－hG H と0．5m M の IB M X添加 し30分
後 の CA M P産生量 は ， 50ル 58pm ol11xlO
6
c ells で 測
定誤差範囲内と考 え ら れ る 変動が 見ら れ た の み で あ
り ， r－h G H は I M．9 の CA M P産生 に は影響 をお よ ぽ
さ な い こ とが 判明 した く図 6 一 別 ．
V ． 細胞内 Ca 濃度 へ の 影響
丁細胞増殖因子 で あ る P H A添加 に 対し て P B Lは
＋76nM の Ca 濃度上 昇が 見られ た が ， B細胞 で あ る
工M －9 の 細胞内 Ca 濃度に は影響 をも た ら さ な か っ
た ． 一 方 ， B細 胞増殖因子 で あ る S A C添加 で は
I M－9 の 細 胞内 Ca も 15nM 上 昇 し た ． し か し ，
P B L，I M－9 共 に1 0へ 100nglml の r－h G H添加 に 対 し
て細胞内 Ca 濃度は 変化 を示 さ な か っ た く図 7ト
VI． G H投与患者の 末梢血液像 の 変動
GH 補充療法中の 下垂体性小人症 ， タ ー ナ ー 症候群
を対象と して ， G H治療開始前， 開始半年， 1年 ， 2
年， 3年後 の 赤血球数 ， ヘ モ グ ロ ビ ン ， ヘ マ トク リ ッ
ト， 白血球数 ， 血小 板数 ， 血液像上 の好中球， リ ン パ
球の百分率 を検討 した ． い ずれ に つ い て も有意な変動
は見 られ な か っ た く表11．
用
．
G H投与患者の P B L サ ブセ ッ ト ヘ の 影響
G H治療中の 下垂 体性小人症19例 ． タ ー ナ ー 症候群
5例 ， 正 常対照小児11例 に つ い て ． B細胞系の 増殖に
及 ぼ す GH の 作用 を検討す る ため に ， 末檎リ ン パ 球の
表面 マ ー カ ー を対比 し た く図 8ト 下垂体性小 人 症 では
対照群 と有意の 差は な く ， タ ー ナ ー 症候群 で は C D1 6，
C D 57の わ ず か な 上 昇傾向が 見 られ た ． し か し マ ー
カ ー の 性質上 G工i依存性変化と は考え られ な か っ た ．
考 察
免疫系統組織 の 正 常な 発育 ， 維持に は G H が 必要で
ある こ と に つ い て は動物 をモ デ ル と して 古く か ら の 報
告が あ る ． す な わ ち0 幼若マ ウ ス の 胸腺の 発育に お よ
ぼ す G Bの 影響 瑚 ， e 免疫不 全が 出現 した下 垂 体切 除
マ ウ ス に G H 投与 を行 っ たと こ ろ 免疫能 の 回 復 が 見
ら れた
14J
， e抗 G H 抗体投与 に よ っ て 胸腺無形成を
伴 っ た 府痩症候群が出現 した
15，
， 命幼君 マ ウ ス に G H
投与 を行 っ た と こ ろ循環血液中の B細胞増加 を伴 っ た
肝脾腫 が 出現 した 均 ， 扮 成熟動物循環血液中の T細胞，
B細胞の 比 率 に G H が影 響 をも た ら し た17，， せ G H，
pr ola ctinくP Rり 分泌 不 全 に 対 して brom oc riptin e治
療を行 っ た成熟 マ ウ ス に dinitr o chlo r obe n z e n e接触
反 応の 低下が見 られ ， か つ ， G H治療に よ り反応性が
回 復し た ， e胸腺の 機能不全 を伴 っ た 犬 で G王1依存性
の 発育障害が見 られ た ， 令 マ ウ ス やラ ッ ト で下垂 体切
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除に よ り N K細胞活性 の低下 を も た ら し た 畑
一 細I
な ど
の 報 告が ある ．
し か し ヒ ト に お い て は ， 低 ガ ン マ グ ロ ブリ ン 血症を
伴 っ た 家族性 の G H欠損症 の 兄弟例
21，
， G H 欠損 に
ata xia tela ngie cta sia， X ．1inked hy poga m m aglobuト
in emia221や 慢性肉芽腰231が合併 し た と い う症例報告 が
散見 され る が ， G H と免疫機構 との 間に 直接的因果関
係が示 さ れ た 例は な く ， 臨床的 に は現在 なお 結論が で
て い な い ．
一 方 ， 試 験 管内 で は ， G H そ れ 自体 ， お よ び
so m ato m ed inを介す る経路の 両面 か ら 検討 が な さ れ
て い る ． くいヒ ト織推芽細胞 ， ニ ワ ト リ胎繊維芽細胞が
SO m atO m edin 存在下 で受 け る影 響 ， は化 卜動脈内皮
細胞 が G H自体 に よ り増殖 を示 し た ， t31Sn e11マ ウス
で は GH 投与に よ り牌で の D N A， 蛋白合成が促進 し
た24I， な どの報告が あ る ． 血球 系の 細胞で は ， G R がリ
ン パ 球 に 形態学的な変化 を もた ら し た と す る Astaldi
ら の 報告句 を始 めと して ， 正 常 ヒ トリ ン パ 球 珊 口 咽 ト 2刀
丁細胞性白血病細胞乃， 胸腺組織 矧 ， 赤芽球細胞
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， 等
を用 い て検討が な さ れ て い る ． ま た ， I M－9 細胞30や ヒ
ト末梢単核球3りに G Hレ セ プ タ ー の 存在 す る こ とが 報
告さ れ てお り ， E B ウイ ル ス 感染細胞株 に も G Hの 結
合が 認 め ら れ た ， ある い は T ． B 細 胞白 血 病株 に
GH 結合能は認 め ない が ， Insulinlike growth fa ctor
I 結合能のある細胞が高頻度 に 認 め た32l， と の 報告も
ある ． これ らの こ と は ， リ ン パ 球 の 増殖過程 に G H が
何 らか の形で 関与 して い る こ と を示 唆す るも ので ある
が ， 実験条件の相違か ら相反す る結論が も た ら され て
い る の が 実情 で ある ． ま た ， こ れ ら の 報告 は い ずれ も
p－h G Hに よ るも の で あり ， r－hGH の リ ン パ 球増殖に
対す る影響 は ま だ ほ と ん ど検討 さ れ て は い な い ． ま
た
，
G H の作用 発現に か か わ る細胞内の 二 次伝達物質
の 正体 は い ま だ謎と さ れ て い る ．
今回我 々 は以 上 の 経緯 を踏 ま え て ， トh G H の作用 発
現 に か か わ る因子 に つ い て検 討 を 試 み た ． p亮G王1 を
用 い た報告で は G H が芽球化現象を も た ら し た6 州 ，
ある い は も た らさ な い 刀 と い う 対立 した 意見が あ り ，
ま た ． P H A刺激 に よ る リ ン パ 球増殖 を刺激7Iま た は抑
制す る鋸糊 と い う 意見が ある ． 末梢 血単核細胞 の G H
受容体 の 存在 その も の も論争中で あ るが ， K ie ssら の
報告 叩 で は トリ ス 綬衝液中に20
0
C 8へ 16時 間の膵置 を
行う こ と に よ り 末棉単核細胞くリ ン パ 球 と 単球 を含
む1 に も GH に 特異的な結合 を 示 す受容体 を発現さ せ
る と して い る ． 対立 す る意見 の存在 は ， 細胞 の種類，
増殖時期 ， 測定条件の相違 ， ある い は G H精製過程 に
お ける何 ら か 影響因子 の 混入 の影響 が考 え られ る ． し
水
か し r－h G王iを用 い た報 告は ， わ ずか に ， 組み 換え型
イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くr e c o mbin a nt inte rle ukin－2，
rI L－2ン刺激に よ る リ ン パ 球増殖 に 対 し て m ethyonyl．
G王1 くm －G仰 が 4 日 間培養 で は 何 ら作 用 を 及ぼさ な
か っ た と い う 藤枝 らの 報告33，に と どま る ． 今 軋 著者
ら は
，
m ethyo nyl 基を も た な い r－h G Hと下垂体抽出
製剤 を用 い て ， P B Lに 及 ぼ す G Hの 作用 を検討した
が ， 過 去の 報告 と は異 な り ， 図 1 に 示 し た よ う に
r－hGH， p－hGH 共 に リ ン パ 球増殖 に 対 す る 影響はな
か っ た － P H A刺 激に よ る リ ン パ 球増殖 に 対 して は
，
r－h G H は作用 を及 ぼ さ なか っ た が ， p－h G Hは有意に
こ れ を 抑制 し た く図 21． 過 去 の ， p－h G Bに よ っ て
E3HコーT d R摂取が促進 し た ， あ る い は L A Lに 対して
P－h G H がF3HコーT d R摂取を抑制 し た と い う 報告冊 は
い ず れ も Ro o s法 で 精製 さ れ た p－h G H を用い てお
り ， 一 方 ． 今 回我 々が 用 い た Co rpo r m o nは Rabe n法
で精製 され た後 t Ro o s法 で 再精製 を行 っ た もの で精
製過程 の相違が結果 に 影 響 を お よ ぽ し た 可能性があ
る ． ま た ， r．hGH が P H A刺激下の PBL 抑制効果を
も た ら さ な か っ た こ と は ， イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2
くinte rle ukin －2，I し2Iが P H Aの 刺激作 用 を媒介する点
か ら藤枝 ら の結果33Iと は 矛盾し な い ． トh G Hに つ い て
は1982 年の Kabi社くス ウ ェ ー デ ンン の So m ato nor■
m 以来年々 高純度化さ れ て 来 て お り 大腸菌菌体蛋白
を含 め現在 ， 他 の 因子 の 影響 はほ と ん ど無視し得るも
の で あろ う ． さ ら に T細胞 ， B細胞に 対す る G H刺激
作用 を培養細胞 モ デ ル と して 検討 した ． B細胞として
は か ね て か ら G H 受容体 の 存在 が証明 さ れ て い る
I M－9 を用い た 叫 ． T細胞系の M O L T．4 に 対しては刺
激作用 を発揮 し な か っ たが ， B細胞系の 1 M－9 に 対し
て は 100nglmlの 濃度 を ピ ー ク と し て D N A合成が促
進 さ れ たく図 31， こ の 差異は G H受容体の 有無 による
も の と考 え ら れ る ． 細胞増殖 に 必 要な 全て の 成長因子
を含有 す る F C S が演度依存性 に 顕著な増殖促進作用
を示 す の に 対 し GH の 刺激効果 は軽度 で約30％ の増
強に 止 ま っ た ． こ の点 は GH が リ ン パ 球増殖に 必要な
因子 で は な く修飾因子 で ある こ と を示 す も の と考えら
れ る ． 次 に G H刺激機序 に つ い て検討 した ． 細胞にお
け る情報伝達系は情報伝達物質と対応す る 細胞膜受容
体 と の結合 か ら 開始 さ れ る ． こ れ らの 情報伝達物質は
細胞膜 の 脂質 二 重 層を通過 で き な い た め細胞膜内で変
換 ， 増幅 さ れ て 細胞内二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー に 伝えられ
る ． 現在 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー と し ては 0ア デ ニ レ ー ト
シ ク ラ ー ゼ活性化系砂ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ抑制系
e イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代謝 回転 へ Ca 動員系命イ
オ ノ
．















リ ン パ 系細胞 に 及 ぼ す成長ホ ル モ ン の 影響
る ． しか しな が ら G H に 関 して は G H の G H受容体
結合以後の 作用 発現機構 は全 く不 明 で あ る ． そ こ で情
報伝達系と して の 細胞内 Ca 濃度 と cA M P産生系に
っ い て の 影 響 を ， GH 受 容体 を細胞膜 上 に 有 す る
I M．9 をモ デ ル と して 検 討 した ． 一 般 に CA M Pを介す
る ホル モ ン で は そ の 変動幅 は数百培 以 上 で あ る が
IM－9 の CA M P産生 に は r－h G H は何 ら影響も お よ ぽ
さなか っ たく図 6J． 従 っ て GH の 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー
がアデ ニ レ
ー ト シ ク ラ ー ゼ を 介 し て い る と は 考 え難
細胞内 Ca
＋ ＋ は す べ て の 細胞 に お い て0．1声 M 内外
の非常に 低い レ ベ ル に 保 た れ て お り細胞内 Ca
十十 濃度
の上昇は多くの 細胞で生理機能 の 活性化 を引き起 こ す
要因と なる
瑚
． そ こ で 細胞内 Ca十 十 濃度 の 検 討 を行 っ
た ， P B L はP H Aに 対 し， I M－9 は S AC に 対 し明ら
か な Ca
十＋ の上 昇 を示 した が r－h G H は細胞内 Ca＋＋ 濃
度に は直接的な影響 をも た ら さ なか っ た く図 7卜 した
が っ て ， こ の系と 直結す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸系の 関
与も否定的であ る ． 今回 そ の他 の 伝達機構 に つ い て検
討出来なか っ たが G H は今ま で に 検 討 さ れ て 来 た 系
とは全く異な っ た 未知の 経路を有す るか ， あ る い はリ
ンパ 系細胞を用 い る こ と が G H の情報伝達機序 を調
べ るうえ で 実験モ デ ル と して 不適当で あ るの かも しれ
ない ．
最後に 生体内に お ける 長期的な作用 に つ い て検討 を
加えたが ， 3 年間に 渡 る G H投与 は ， 赤血球数 ， 白血
球数， ヘ モ グ ロ ビ ン ， ヘ マ トク リ ッ ト ， 血 小板数 ， 血
液像上 の好中球百分率 ， リ ン パ 球百分率 に は影響 を与
えなか っ た ． また ， リ ン パ 球表面 マ ー カ ー に も GH 投
与は大きな 影響 を示 さ なか っ た ． G H欠損患者 の 免疫
系統の 機序に つ い て は0 細胞性， 液性免疫が 正 常 も し
く は異常 で あっ た 醐 ， 砂G H治療中 一 過性 の 変化 を生
じた抑
， 砂G H欠損患者で ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 活性低下
を認めた 叫 ， ゆG Eの 直接的な免疫機能 へ の 影響 は 認
めなか っ た39I
，
な どの報 告が 見ら れ る ． 我 々 の 成績 か
ら， 現時点で は ， 正 常末梢 リ ン パ 球 に 対 す る生理 的量
の G H投与 は ， 血液細胞 に 病的変化 を誘導す る可能性
は少なく ． 特 に r－h G H の影響は
， p－h G H よ り更 に 少
ないも の と 考え られ る ． しか し ， G H 受容体 を有 す る
I M，9 細胞 に対 して は 一 定 の 生物学的活性を も つ こ と
から
， 長期間ま た は過剰量 の G H 投与 が何 ら か の 形
で， 幼君 幹細胞 の 増殖過程 を修飾す る 可能性 は否 定出
来ない ．
結 論
1 ． r－hG H は P B L， T細胞系 M O L T－4 の D N A
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合成 に 影響 をお よ ぼ さ な か っ た ．
2 ． 1トh G Hは リ ン パ 球増殖 に 抑制的作用 を も つ
h G H以外の 因子 を含有し てい る と推定さ れ る ．
3 ． 特異 的 G H受 容体 を有す る B細胞系王M －9 で は
10ng J
l
ml 以上の r－h G Hで D N A合成促進効果が認め
ら れ た ．
4 ． r－h G Hの D N A合成促進効 果 は cA M P，
Ca ＋ 十 伝達 系を介さ な い ．
5 ． G H長 期投与患者 で の 検 討か ら
，
生 理 的量 の
G H投与が血液細胞の 増殖文化に 影響 を与える 可能性
は少な い ．
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Rec ently clinic al atte ntio n ha sbe e nfo c u s ed o n the r elativ ely high in ci de n c e of le ukemia
in chil dre n tr ea ted with hu man growth ho rm o ne くh G Hl， but c o ntr o v er sial find ings ha ve
been r eport ed on the biologic al action of h G Ho nblo od cells and lymphoid tissues． The
pr esent study w a s u ndertaken to elu cidate the effects of pituitary h G Hくp
－hG Hl and
r e com bin a nt h G Hくr － h G Hl o n lym pho cyte pr olife r atio n in vitr o and in viv o， aS W e11as
cbanges in cA M Pcontent and intra ce11ular Ca
＋ ＋
c on c e ntr ation ， after hG H stim ulation ．
T he r e sults w e r eas follo w s ニく11E3 Hコーthymidin eくE3Hコー T d Rlinc o rporatio n into the
peripher al blo od lym pho cyte sくP B LI w as n ot affe cted by v arying dos es of p
－h G Hn or
r－h G H， but u nder phytohe m ag gulutinin stim ulatio n， the E
3 Hコてd R uptake w as
significantly s up pr ess ed by p
－h G H but not by r－h G Hiく2lthe D N Asynthe sis of B
cell．derived I M－9 c ells w as stim ulated by 30 ％ove rlOngノml of r － h G H， W hile that of T
c ell－ deriv ed M O L T－4 c e11s w a s not afFected妄く31I M－9 c ells had spe cific binding sitesfo r
E125Iコーh G H with I C5。 5 ngJ
，
ml， Whe re asM O L T
－4 a nd PBL had no appre ciable
GH － binding sitesiく41 neither cA MP productio n or in tra c e11ular Ca
＋ ＋
concen tr a tion in
I M－9 c ells w a sinfluenced by r －h G Hstim ulation， andく51 periphera1 1ym phocyte s ubsets
including CD 2， CD 3， CD 4， CD 8， C D 2 0， Ia， CD 1 6a nd CD 5 7in 1 9patients with pituitary
dw a rfis m a nd 5 with Tu rne r
，
s syndro me re c eiving lo ng － te r m hG H tr e atm e nt w ere no t
significantly different fro m thosein n or mal children ． The red blo od c e11 a nd le ukocyte
c o u nt
，
hem oglobin c onc e n tra tion， hem a t o c rit， platelet c o n ut a nd percentage of ne u tr ophiles
and lym phocytes didn ot change during the 3 years of h G Htherap y． The s e re s ultsindicate
thatくり re m a rkab le change sin prolifer ation a nd differentiatio n of lym pho cytes do es n ot
oc c u rby the physiologic al a nd ther ape utic dos e of r
－ h G Hadministr ation in viv o， a ndく21
h G H m ay m odify the proliEera tion of B lym phoblaste xpr es sing hG H re c eptor， at a n
e x ce s siv ely higb do s age ．
